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Hypoxia induced epithelial-mesenchymal transition(EMT) is regulated by 
phosphorylation of GSK3-βvia PI3K/Akt signaling in oral squamous cell carcinoma. 
(口腔扁平上皮癌における低酸素誘導 EMT は PI3K/Akt シグナルを介した GSK3-β のリン酸化により制御されている。） 
 
【研究目的】 
 近年､癌の浸潤､転移のメカニズムとして上皮間葉転換(Epithelial-Mesenchymal Transition: 
EMT)の重要性が注目されている。EMT は、E-cadherin などの細胞接着に関与するタンパク
質の損失、vimentin などの間葉系マーカーの発現によって特徴付けられ、口腔癌を含む、様々
な固形癌で認められている。また、固形癌では腫瘍細胞の異常増殖と血管系構築の不均衡によ
り低酸素領域が存在する。低酸素環境下では低酸素細胞応答の Key factor となる HIF-1αが発
現し､転写活性因子として EMT 関連因子である snail や twist 等の複数の遺伝子を制御してい
ることが報告されている。GSK3-βは多機能性セリン/スレオニンキナーゼであり、様々な転写
因子、構造タンパク質、シグナル伝達タンパク質等をリン酸化する事で EMT や抗アポトーシ
ス効果､細胞周期を制御することが明らかとなってきたが､未だに詳細は不明なところが多い。
そこで本研究では口腔扁平上皮癌細胞における低酸素誘導性 EMT と GSK3-βの関連について
検討を行った。 
 
【研究方法】 
1）  口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-2、HSC-4、SAS）を通常酸素環境下(NX)及び低酸素環
境下(HX)で培養行い、Matrigel invasion assay、Wound healing assay を用いて浸潤能、
遊走能の変化を検討した。 
2）  低酸素環境による HIF-1α､EMT 関連マーカー（E-cadherin, vimentin, snail）及び
GSK3-β、pGSK3-β の発現の変化を Western blotting 法を用いて解析を行った。また、
E-cadherin､vimentin については蛍光免疫組織染色で細胞内局在の変化について解析を行 
った。 
3)   HSC-2、HSC-4 の HIF-1α 強制発現細胞株（HSC-2HIF、HSC-4HIF）を樹立し、HIF-1α
発現による浸潤能及び遊走能の変化について検討を行なった。 
4)   HIF-1α強制発現細胞株における EMT 関連マーカーについてQuantitative real-time 
PCR 法、Western blotting 法、蛍光免疫組織染色で検討を行った。 
5)     HIF-1α 強制発現株における Akt、GSK3-βのリン酸化について Western blotting 法 
を用いて検討を行った。 
6)     PI3K/Akt シグナル阻害剤 (LY294002) を用いて GSK3-βのリン酸化阻害による低酸 
素誘導性 EMT の変化について検討を行った。 
 
【研究結果】 
1) HSC-2、SAS は Hx で HIF-1αの発現を認めたが、HSC-4 では発現を認めなかった。HIF-1α
の発現を認めた HSC-2、SAS では細胞浸潤能及び遊走能の増加を認めた。 
2) HxでHIF-1αの発現を認めたHSC-2及びSASではE-cadherinの発現減少､vimentin､snail 
の発現増加を認めたが、HIF-1 の発現を認めなかった。蛍光免疫組織染色でも E-cadherin 
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の細胞膜発現の減少、vimentin の細胞質発現の増加認めた。HSC-4 ではこれらの発現の変 
化を認めなかった。GSK3-βの発現はすべての細胞株で発現しており、Nx、Hx で発現の変 
化を認めなかったが、pGSK3-βは HSC-2、SAS の Hx で発現を認めた。 
3) HSC-2、HSC-4 について HIF-1α強制発現細胞株を樹立したところ、細胞浸潤能及び遊走能 
の増加を認めた。 
4) Hx で HIF-1α の発現を認めなかった HSC-4 では、HIF-1α を強制発現させると E-cadherin 
の発現減少､vimentin､snail の発現増加を認めた。また、蛍光免疫組織染色でも E-cadherin
の細胞膜発現の減少、vimentin の細胞質発現の増加を認めた。 
5) HIF-1α強制発現細胞株で Akt、GSK3-βの発現の変化は認めなかったが、pAkt、pGSK3-β
の発現増加を認めた。 
6) LY294002 により GSK3-βのリン酸化が抑制され、EMT の誘導も抑制された。 
【考察】 
本研究では、3 種類の口腔扁平上皮癌細胞株（HSC-2，HSC-4，SAS）を用いて低酸素環境
による EMT の誘導について検討した。その結果、HSC-2、SAS では Hx で HIF-1αの発現を
認め、EMT が誘導された。HSC-4 では Hx で HIF-1α の発現や EMT の誘導は認められず、低
酸素環境に対する感受性が低いことが示唆された。しかしながら、HSC-4 で HIF-1αを強制発
現させると、EMT の誘導が認められたことから、HIF-1αが低酸素誘導 EMT の重要な因子で
あることが示唆された。 
HIF-1α 強制発現細胞では EMT の誘導と GSK3-β および Akt のリン酸化の亢進が認められ
た。通常 GSK3-βは、細胞質内で活性型として snail をリン酸化することにより、snail のプロ
テアソームでの分解を促進し､その細胞内レベルを低く維持している｡一方､PI3K/Aktシグナル
は多くの癌で亢進が認められており、pAkt は GSK3-βをリン酸化し、不活化することによりグ
リコーゲン合成を調整している。そこで我々は低酸素誘導 EMT において、PI3K/Akt シグナル
が GSK3-β を介して作用している可能性を考え、PI3K/Akt シグナル阻害剤を用いて GSK3-β
のリン酸化を阻害したところ、低酸素誘導 EMT が抑制された。以上の結果より、低酸素環境
で HIF-1αが発現すると PI3K/Akt シグナルが亢進し、GSK3-βがリン酸化されることで不活性
型となり、snail の分解が抑制され、細胞質に蓄積した snail が核内移行し、E-cadherin の発
現を抑制することにより EMT を誘導していると結論づけた。 
【結論】 
口腔扁平上皮癌細胞において､低酸素で誘導される EMTではHIF-1αが重要な誘導分子であ
ることが明らかとなった。さらに、この現象では PI3K/Akt シグナルによる GSK3-βのリン酸
化が関連していることが明らかとなり､GSK3-βのリン酸化を阻害することで EMT の誘導を抑
制できる可能性が示唆された。以上の結果より、GSK3-β は口腔扁平上皮癌治療での浸潤、転
移の制御の有望な標的分子となる可能性が示唆された。 
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結果の要旨 
上皮間葉転換(Epithelial-mesenchymal transition, EMT)は上皮細胞が極性や細胞接着
機能を喪失して細胞移動することで間葉系細胞へ変化するプロセスである。発生過程では
口蓋などの器官形成に必須の過程であり、近年は創傷治癒や癌の浸潤、転移に関与するこ
とが指摘されている。口腔癌の浸潤、転移にも EMTが深く関わっていることが報告されて
いるが、その発生機序は明らかにされていない。本研究では低酸素感受性を示す口腔癌細
胞では、HIF-lαの発現と E-cadherinの発現減弱、vimentin、snailの発現増加と細胞浸潤
能および細胞遊走能の増加を認め、EMTを誘導することが可能であった。この現象は低酸
素に感受性を示さない口腔癌細胞にHIF-１αを強制発現させた実験でも確認できたことか
ら、HIF-lαが低酸素誘導 EMTの重要な誘導因子であることが明らかとなった。さらに、
HIF-lαを強制発現させた口腔癌細胞には GSK3-βのリン酸化が認められたことから、
PI3K/Aktシグナル阻害剤による処理を行ったところ、GSK3-βのリン酸化が抑制されると
ともに EMT誘導も抑制された。 
以上の結果は、GSK3-βが口腔癌の新たな治療標的となることを示した点で重要な知見
である。 
 
